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- flossigen Medien, insbesondere Wasser 
garage* werden, das auf der Membra* aufgebra^S gSSSftf^ 0X " ,e, * Uganden von einem 
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EndQt OXl n - SDe Z i f < c^ he M^mhr, n ^ 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft eine Mikrof iltrationsmembran zur Abtren- 
nung von Endotoxinen aus flussigen Medien S owie die Verwendung 
dieser Mikrof iltrationsmembran. 

Endotoxine sind Lipopolysaccharide aus der auSeren 2ell membran 
Gram-negativer Bakterien, die als Pyrogene v,irken. Aufgrund der 
Allgegenwartigkeit von Bakterien sind auch Endotoxine ubiquitar 
Sae k6nnen in. Gegensatz zu Bakterien jedoch nicht durch Stan 
dard-Methoden wie Sterilf iltrieren oder Autoklavieren entfernt 
b 2 w. unschadlich gemacht werden (l) . Aus diesem Grund ist steril 
nxcht gleichbedeutend mit Endotoxin-f rei . Besonders kritisch ist 
die Anwesenheit von Endotoxinen in Injektions- bzw. Infusionslo 
sungen (Parenteralia) , da sie intravenos appliziert bereits ln 
Mengen von 1 ng pro kg Korpergewicht f iebererregend wirker Die 
Symptomatik reicht bei entsprechend hoher Dosierung < 2 B ' ' durch 
grofivolumige Parenteralia) bis zu schweren, Schock und Tod ' (2 
3). Daher schreiben fast alle Phannacopoen neben der Reinu^ 
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heit strenge Endotoxin -Hochstwerte vor: z. B. o 2 EU pro m 

(4). Die Erfullung dxeser Forderungen bereitet in der Praxis 
einige Schwierigkeiten. Insbesondere die Produktion biologischer 
Arznexnuttel kann nicht in alien Schritten Endotoxin- f re i erf ol 
gen. Als Endotoxin-Quellen kommen hauptsachlich in Frage: 

- Rohstoffe wie Plasma oder Gewebe, die bereits Bakterien-konta- 
mimert sein konnen. 

- Bei rekombinanten Produkten ist mit dem Eintrag von Host-spe- 
zifischen Endotoxin zu rechnen. 

- Bakterielle Kontamination von Geraten, Filtern oder Hilfsstof- 
fen wahrend der Herstellung. 

Die fur thermostabile Wirkstoffe ubliche Hitzedekontamination 
(30 Mxnuten bei 250 -c) ist fur die Praparate ebenso wenig ge - 
exgnet wie Behandlung mit Sauren, Laugen oder stark oxidierenden 
Agenzien (H 2 0 2 ) (1) . 

Beim Einsatz von Aktivkohle oder Tief enf iltern wie ZETA PLUS 
sznd haufig merkliche Produktverluste zu verzeichnen, so daS 
xhre Anwendung auf die Wasseraufbereitung beschrankt bleibt (5, 

Die Ultrafiltration hat als se hr schonende Methode groSe Popula- 
ritat auf dem Gebiet der Endotoxin-Entfernung erlangt. Hierbei 
wird x. a. mit cut-offs von 10000 oder 5000 gearbeitet, um auch 
monomere Bestandteile (MW ca. 14000) wirkungsvoll abzutrennen 
dxe neben hochmolekularen Aggregaten (bis zu mehreren Millions 
Molekulargewicht) vorliegen. Trotzdem treten immer wieder Pro- 
bleme mit niedermolekularen Spaltstiicken auf, die ebenfalls 
pyrogen wirken (z. B. Lipid A). Das betrifft vor alien die Hamo- 
dialyse: Obwohl die Dialysepuf f er ultraf iltriert werden 
entwickeln Z . B in den USA jahrlich 400000 Hamodialyse-Patienten 
septxsche Sypmtome (7). - Die Notwendigkeit der kleinen cut-offs 
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beschrankt die Anwendung der Ultrafiltration * 
k onta rainie run g nieder.olekularer su^ZTn ^ °" 

Im Fall von hochmolekularen Produkten wie Phar™ 
min-Priparaten oder Heparin existie- Pharma P^e ln en, Albu- 
S-ierigkeite, Xreten' in JeT pX^tdoT ^ 
mgungen auf, bleibt gegenwartia „„ ! End °toxxn-Verunrei- 

Pratt, v«s.ucht e P ro d»*tI ObT^l "^"^ «- 

Auch dies brac J e „ icht l n ' "/ elektiV ZU ^°«-in ieren . 

sen sich trot* hoher bis sehr hohl I L ^anden erwie- 

«-n E ndoto X in- Eingangs ^ »ei 
Ferner wurde in Gegenwart vdt, d geeignet (9) . 

teinadsorption beob" ™ J"*™" ° k ° n *-ri erende Pro- 
cherungsraten und teilwetse hoh" T^ 6 "- Endotoxin -Abrei - 
Unsbesondere bei sa T T Pr ° tei — ^sten fuhrte 
oei saur en Proteinen wie BSA) . 
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Cieser stand der Technik UEt sich erf indungsgenaS durch eine 
Mikrof rltration OT .„bra„ zur Abtrennung von Endotoxin aus fL 
-gen Medien. insbesondere Wasser. Proteinlasungen Oder Parents 
ralxen verbessern. wobei die «ikrof iltrations n e„bra„ durch .o 
lent gebundene Liganden «r Endotoxins gexenn.eichnet ist. wobei 

M 1 7 V °° einem B ° lYmeren 9et " 9e ° — auf der 

Membran aufgebracht ist. 

sIr k a^r teChn K l09ie ^ ^ Memb -^-tellung kann auf Ho & 
Sxrkar (Herausgeber) , Menfcrane Handbook, Verlag van Nostrand 
Remhold, New York, 1992, verwiesen werden. 

Bei den kovalent gebundenen Liganden kann es sich um 

(a) emen endotoxin-spezif ischen Liganden, vorzugsweise 
Hxstamin, Histidin, Polyethylenimin, Poly-L-lysin oder Poly- 
myxxn B und/oder y 

(b) einen per se nicht -endotoxin-spezif ischen Liganden handeln 
vorzugsweise Diaminohexan , Diethylaminoethyl oder Desoxycho- 
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Dieses hydrophile Polype kann f0r sich . 

«r guellbar oder wasseru nl 6slich sein. " aSSerl ° SUch ' ln »»- 

^^uscne Liganden und Spacer ein~v,i- • i_ . 
weise auf Hermanson, Mallia & q m i>h T ^ s 

Technics. A =ade m i p r e SS In= s t *«i*ty Ugand 

*e SS me, San Diego, 1992, verwiesen. 

Erfindungsgemafi werden also Mikrofiltrati™- u 
hen die • '■ LKiroriJ - trat ionsmembranen vorqese- 

nen, die m geeigneter Weise oberflachem^,- * • • or 9 e se 
Wasser und wassriaen r fi ooe r"^henmodif iziert sind und aus 

u w^ssrigen Losungen (Puffer dv^« • « 

-ut ei„ em hydrophilen Polymeren urcgesetzt wird h 

: ie« werden. D as WaXe» t C ^r^" 
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Burch Op tioierun9 der Bedin9ungen *.^ e '~— «»•*- 
Proteine („i. bsa und Maus . lgc „ J * °™en ^ure 

basischer Protein* („ ie bsisoij!! ™ Pr ° tein ' Im p «" 

ebenfalls hohe ^JIIZZ'IZT^ und bPGP ' 

Polymer-gecoatete erf indungsgemaSe »iw„ ( „. . 
toxine in ei„™ entfe L n un d ^ 

steten Losungen (6000 BU ml"!,. * US h °=M=ela- 

aufgebraeht, das da™ ^"T «« **«I*U.. Pcly^er 

F«J.£iscnen Liganden umgesetzt wirri n„ u , 
lien kommen insbescndere i nfra g e: " Membr *nmateria- 

- Cellulose 

- Polysulfon 

- PEVA (Polyethylenvinylalkohol) 

- Polyamide (speziell Nylon, wie «. B . N66) 



Bisoxiran 
Glutardialdehyd 
Epihalogenhydrine 
Diisocyanate 
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- Dextran 

- Polyvinylalkohol (PVA) 

Abkurzungen) : DM, Him, Hi., PEI PLL pmT T T * ^ 

~I» nxcht endotoxin-apezmscL ' 1 T' ° bliCher - 

fast Wr als vollstandia h ! End ° tOXln - Entfe ™ung *ann 
Hegel unter ! E ^l 1 of ! b "~ ChMt liegt in der 

LAL-Test. ' ° ft ^achweisgren.e mit dem 

An Kontrollmembranen (Nylon ohne Modifikation unri > 
brachte. hydrophoben Polymer ^ oa./^^,-^^- 

xan-spezifischen Liganden wurde keine End!,- I 

halten. 6 Endotox inabreicherung er- 

Die neuen M em bra„en konnen ein geset2t werdan zur Endoto* • 
fernung aus Wasse r und Parenteralia a i, ^otoxinent- 
teinen warden g^ Ergebnisse Irzielt im ~ Pr °' 
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der Proteine mit dem Endotoxin auftreten konnen, die zu einer 
endotoxischen Maskierung fuhren k6nnen. Proteingebundenes Endo- 
toxin kann mit dem LAL-Test nicht eindeutig nachgewiesen warden 

ist 2U e^n, das nicht endgult ~ g d ~ ■ 

klart ist, ob proteingebundenes Endotoxin noch toxisch wirkt 
Die erfindungsgemaSen Membr anen konnen vielseitig angewandt wer- 

Medizinisch-pharmazeutischer Bereich: 

- Hamodialyse. 

- Unbedenkliche Infusions- und Injektionslosungen 
(Parenteralia) . 

- Sichere Diagnostika (z . B . Antikdrper) . 
In der Biotechnologie: 

- Herstellung von Pharmaprodukten. 

- Endotoxin-Abreicherung in Prozesswasser und Rohstoffen 

- Dekontaminierung von Produkten (aufwand fur Prozessierung ent- 



Methoden 

1. Herstellung der Membranen 



to Mxkrofiltrationsmembranen auf Nylon-Basis (bevorzugt 0,45 am 
oder grofier) werden hydrophile Polymere, insbesondere Dextran 
Polyvinylalkohol und Hydroxyethylcellulose kovalent gebunden 'l m 
nachsten Schritt werden an die aufgebrachten Polymere endotoxin- 
spezxfxsche Liganden immobilisiert . Figur 1 illustriert den Auf- 
bau der Membranen. 

1.1. Meabran-coating an Beispiel von Dextraa: 

Die Nylon-Membranen wurden zunachst mit Bisoxiran aktiviert- 

Hxerzu wurden sie sechzehn Stunden bei 80 «>C in einer Mischung 
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von 9 ml Bisoxiran, i nl Ethanol und 

Puffer ,p8 u, geschuttelt „ lBur 2a) " f T """""■"rbonat- 
«rde j. eine « eB bra n mit s ,^ ,17 * 
—9 <PH 11) fun£zeh„ „ imlCen bel Ra umt : 4< """'- 1 ' 6 - 
("sur 2b, . AnschlieSend wurden dls m h atUr 

tocfct d„rch ad S orbie rte Menge Ha TOglobl „ au ! T " aU59e " 

Aus der Pigur 3 geht auch hervor das mi, • 
°-™ ing der gUil J^ t ' la£ " , - B 

wie mit PVA und HEC n UT -,~h ■ errexcht werden kann 

1.2. lamobilisierung von endotoxin -spezif ischen M „ 
Die Liganden PLL, PMB und PET «, „ pe2iflschen Ugandan 
« ■ j una PEI warden entweder direki- a « ^- 

Per^dat-ateivierten Coa ti „g-p olymsre oder ™ dle 

ernes pericdat-oxidierbaren Spacers <Bi!o Inkor P°«"°n 

0a S Vorgehen ist beispielhaf t II I " 4 d 

oh„e spacer dire* t » die „a tr III g^l^T d 

1-2.1 PEI-Immobilisierung'dber Biscxiran 

2ur Aktivierung warden die mit hydrophilen Pol™. 

Membranen drei stunden bei .-J^^^.^""" 
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penodat) wurden die Membranen zwei Stunden mit einer Losung von 
0,5 g PEI (MW 50000) in 0,1 M Phosphatpuf fer , die auf pH 8 ein- 
gestellt wurde, bei Raumtemperatur umgesetzt, so daS sich der in 
Figur 1 gezeigte Aufbau ergibt. AbschlieSend wurde mit 1 m Na- 
triumchlorid-Losung und Wasser gewaschen. 

1.2.2. Histidin-Immobilisierung 

Histidin wurde iiber DAH an epibromhydrin-aktivierte gecoatete 
Membranen immobilisiert . Epibromhydrin-Aktivierung wurde wie fur 
Bisoxiran beschrieben durchgef uhrt . Immobilisiertes DAH wurde 
durch 8-mimitige Reaktion mit einer Mischung von 5 ml Epibromhy- 
drin und 5 ml 4 M Natronlauge bei 90 «C aktiviert und sofort bei 
80 °C mit L-Histidin umgesetzt (0,5 g L-Histidin in 20 ml Was- 
ser, pH 12) . Die fertige Membran wurde mit 1 M Natriumchlorid 
und Wasser gewaschen. 

Entsprechende Vorschriften wurden angewandt fur das Coating mit 
anderen Polymeren und die kovalente Bindung mit den anderen en- 
dotoxin-spezif ischen Liganden. 

2 . Abreicherungsexperimente 

Alle Untersuchungen zum Adsorptionverhalten von Endotoxinen an 
den Membranen wurden bei Raumtemperatur im Dead -end -Modus durch- 
gef uhrt . 

Je eine Membranscheibe wurde am Boden einer Ultraf iltrations- 
zelle (Membranflache 13,4 cm 2 ) fixiert und mit 30 % ethanoli- 
scher 0,1 M Natronlauge, 1,5 M Natriumchlorid-Losung und pyro- 
genfreiem Wasser gewaschen, urn Endotoxin-Spuren zu entfernen. 
Nach Equilibrierung der Membran wurden jeweils 20 ml kontami- 
nierter L6sung mit einer FluSgeschwindigkeit von 2 ml/min durch 
die Membran filtriert. Das Filtrat wurde gesammelt und im LAL- 
Test untersucht. 
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3. Endotoxin test 



HI lei Chr0m09en - ^bozyt LysaC Test 

(UU.-T«t) emgesetzt. MeS er Test beruht darauf daS En** ■ 
die Preiser des chroma p . Hit roaniUn LLL rt "1 
zwischen der freigesetzten Menge p-KitrcanUin ZlZ'ZTe 
genden Endotoxin-Koazentraticn i. Bereich 0 bis , 2 ZZH 
linearer Zusammenhang besteht A„. >. 

„<-,-„ . oestent. Aus der photometrischen p-Nitro- 

2 7 7 9 ^ " Ilfe ein " «*b"«geraden 

Standard-Endotoxin coli 0111:B<) au£ ^ ^J^^ 

tration der Proben geschlossen werden. 

b"hT TeSC ."" Id * ^ 1985 ™ n ^P^schen Arznei- 

buch-Ko^ssxon zur PrMung auf Endotoxins eingefdhrt J" 
setzt salt 1989 auch in der Monographie -Wasser far n^tilns 
zwecke" den Kaninchen-Test . motions- 



Anwendungsbeispiele 



l ' Fe^' ™ T' iCherU " 9 ° US h °"** 1 ^"> eufferl6sunge„ 
versetzt ^ Pi ~» Uff ~ ^ " -It ,000 Et,/!: 



Die mit -d gekennzeichneten Me»branen stellen Membrane* dar 
be, denen auf Incorporation eines Spacer, verzichtet "rde 

" U^JL^ " toreiCte ^ - ^otoxin-angereicnerten BSA- 



Proteinwiederfindung BSA 
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7 



3. (Fig. 8) Abreicherung aus Handels-BSA 

Feed: 20 ml 20 mM Phosphatpuf fer ( dH 4 «, - fc 
Endotoxinlconzentration 65 EU/ml ^ 1 BSA 

4- (Fig. 9 bis 10) Abreicherung aus Handels-Lysozym 
Feed: 20 ml 20 mM Phosphatpuf fer (p H 7) mi \ !!, , 
Endotoxinkonzentration 134 EU/ml ^ LyS ° ZyTO 

Proteinwiederfindung Lysozym 

5. (Fig. 11 bis 12) Abreicherung aus MAX 16 H 5 
Feed: 20 ml 20 mM Phosphatpuf fer (dH 5 „ 
Endotoxinkonzentration 62,5 EU/ml ^ 

Proteinwiederfindung igG 

6- Abreicherung aus bereits aufgereinigtem bFGF 
Feed: 5 ml bFGF, das 9 EU/ml enthielt 

suchTl ^^^^^-^n-n ei„er PEI-Membran unter- ' 
sucht. im Fxltrat waren noch 0,202 EU/ml nachweisbar. 

^breicherung aus Milli- Q -Wasser, das mit Endotoxin versetzt 

Feed: 1 1 wasser mit 270 EU/ml versetzt 
Zur Abreicherung wurden eine ppt 

eingesetzt. ^ ^ DAHHi ^embran 

PEI-Filtrat: < 0,015 EU/ml 
DAHHis-Filtrat: 0,07 EU/ml 
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Verwendete Abkurzungen 



BSA Rinderserumalbumin 

bFGF basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor 

DAH Diaminohexan 

DEAE Diethyl-aminoethyl 

DEX Dextran 



OEX/2 ^c hne , el „e M^ ra , * 2weimal nachei „ ander ^ ^ ^ 





wurde 


DOC 


Desoxycholat 


EP 


Europaische Pharm^copo 


EU 


Endotoxin-Unit 


FDA 


Food and drug administration 


HEC 


Hydroxyethylceiluiose 


Him 


Histamin 


His 


Histidin 


MW 


Molekulargewicht 


N66 


unbehandelte Nyion-Membran 


PEI 


Polyethylenimin 


PLL 


Poly-L-Lysin 


PMB 


Polymyxin B 


PVA 


Poiyvinylalkohoi 


USP 


US Pharmacopo 
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Paten tanspriichfi 



- ^krofUtrationsmercbran zur Abtrennung von Endotoxinen aus 
fluss.gen Medien, insbesondere Wasser, Proteinlosungen oder 
.arenteralien, gekennzeichnet durch kovalent gebundene Liganden 

u, Endotoxine.wobei die Liganden von eine. Pollen gelage" 
verden, das auf der Membran aufgebracht ist. 

2. Mikrofiltrationsmembran nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch 



(a) 



einen endotoxin-spezif ischen Liganden, vorzugsweise 
Histanun, Histidin, Polyethylenimin, Poly-L-lysin oder 
Polymyxin B und/oder 

(b) einen per se nicht -endotoxin-spezif ischen Liganden, vorzugs- 
weise Diaminohexan, Diethylaminoethyl oder Desoxycholat . 
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L T f 10nS '" e " ,bran na ° h MSPrUCh 1 ° d « 2 ' «-*~«K*- 

net durch regenerate Zeilulose. Zeiluloseacetat, Polysuifon 
PolyethyienvinyXa^ohol ^ Polyanid , insbesondere * 

Membranmaterial . 

ch. MiIC T iUrati ° nSme " ,bran " aCh einem der — "er 9 ehe„de n Anspru- 
che, gekennz.^hnet durch ei „ hydrophiUs ^ 

dere Dextran. Polyvinylalkoho! oder *od i£ i 2i erte ZeUulose vor 
zugsweise Hydroxyethylzellulose. 

5 ■ MkrofUtrationsn.enbran nach anspruch 4, daduroh gek. m2eich 
net. da* das hydrcphile Poly^ere fur sich wasser 1Ssl L Z" 
wasserunloslich ist. 

11 ''" t *— *« ™* aer vorhergehenden Anspru- 

Tt'JT "*——-*. ** das P 0lyme re von der Membra * 
mit HUfe ernes Spacers getragen „ ird . 

elef r ° £ i Urati0nS, " embran " aCh * nSPrUCh 6 ' durch 
«~n s,ch von B.scciran. S1 utardialdehyd. EpihaXogenhydrin oder 
Dusocyanat herleitenden Spacer. 

che dadurch ——«*«*— t. da* die Liganden von de„ Polyn.eren 
"lit Hiife ernes Spacers getragen „erden. 

emen sxch von Bisoxiran. Glutardiaidehyd, Epihalcgenhydrin der 

^;~. herieitenden s — ~ ««* oLativeT 
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10. v e r„e„du„g ei ner Mikrof Utrationsmembran ge„a S einen, der 
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Abb. 2 : Aktivierung der Matrix an terminalen Stickstoffgr, 
ernes Polymers ROH (b) 



uppen (a) und Kopplung 



Matrix NH 2 + Q 



OH 



Matrix NH 





OH- 
ROH 



OH 



Matrix — NH 





v 0 -o 
OH 
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Abb. 3 : 
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